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(54) Title: MAGNETIC PIGMENT ~~ — 
(54) Bezekhnung: MAGNETISCHES PIGMENT 
(57) Abstract 

Magnetic particles have a substantially pore-free outer glass surface, or an outer glass surface with pores having less than 10 nm 
diameter Ferromagnetic particles with a glass surface are preferably used to isolate biological materials from samples. They ensure a rapid 
and reliable purification. 7 ^ 

(57) Zusammenf assung 

Magnetische Partikel mit einer aufieren Glasoberflache, die im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
ahs 10 nm aufweist sowie ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache, sind bevorzugt einsetzbar bei der Isolierung von bioloeischen 
Matenalien aus Proben. Sie gewShren eine rasche und zuverlassige Reinigung. 
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Magnetisches Figment 



Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel nut einer Glasoberflache, Verfahren 
zur Reuugung ernes biologischen Materials, insbesondere von Nukleinsauren unter Ver- 
wendung von Glaspartikeln in Gegenwart chaotroper Salze, Verfahren zur Isolierung dieser 

d.e Uberfuhrung von biolog,schen Materialien aus Losungen mit hoher Konzentration an 
balzen in Losungen mit niedriger Konzentration an Salzea 

Manche biologischen MateriaUen, insbesondere Nukleinsauren, stellen im Hinblick auf ihre 
Isoherung aus der natariichen Umgebung besondere Anforderungen. Zum einen sind sie oft 
m sehr genngen Konzentrationen vorhanden und zum anderen befinden sie sich oft in 
Nachbarschaft vieler anderer fester und gelOster Substanzen, die ihre Isoberung be- 
aehungsweiseBestimmung, beeintrachtigen. 

In jungerer Zeit t hat es daher nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren und Materialien zur Iso- 
berung von Nuklemsauren aus ihrer naturlichen Umgebung vorzuschlagen. AusProc Natl 
Acad.USA76, 615 - 619(1979) ***^nmUm~l Am o m JE' 
Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben. 

an Glasstaub m Gegenwart von Natriumperchlorat beschrieben. 

^ r! If IS0UerUn8 V ° n ein2eIst ^ M13 Phagen-DNA an Glas- 
^erfiltern durch Ausfallung der Phagenpartikel mit Hilfe von Essigsaure und Lyse der 

^uren werden nach Waschen mn emem methanolhaltigen Puffer in Tri^EDTA-Puffer elu- 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer aufleren Glasoberflache, die 
im wesenthchen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 1 0 nm auf- 
weist. Ein waterer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache 
Verfahren zur Isoiierung biologischer Materialien, insbesondere von Nukleinsfiuren, sowie 
Verfanren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel. 

Als Partikel bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser 
Maichmal bezeichnet man solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorliegenden ' 
Erfindung smd besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittHche KomgroBe von 
wemger als 100 um haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittliche Korn- 
grbBe von zwischen 10 und 60 am auf. Bevorzugt ist die KomgroBenverteilung relativ 
homogen, insbesondere liegen nahezu keine Teilchen < lOum oder > 60 urn vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden 
konnen, d. h. be.sp,elsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien Als 
magnetrsch werden auch Materialien verstanden, die als weich magnetische Materialien be- 
zcchnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferro- 
magneusche Materialien, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert wurden Unter 
Vormagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten 
zu verstehen, wodurch die Remanenz erhaht wird. Besonders bevorzugt sind ferromagne- 
tische Materialien, wie z. B. Magnetit (Fe 3 0 4 ) oder Fe20 3 . 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusammenhangende Oberflache ver- 
standen, von der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden 
konnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird eine Ausnehmung in der aufleren Oberflache des Partikels verstanden, 
bei denen die Oberflache soweit in das Partikel hineinreicht, daB eine in der Ausnehmung 
auf der Oberflache gebUdete gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Um- 
gebung des Partikels das Partikel mindestens Imal schneidet. Poren reichen auBerdem tiefer 
als em Radius der Pore in das Partikel hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein siUciumhaltiges amorphes 
Material verstanden. Das Glas kann weitere Materialien enthaltenen, z. B. 
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B 2°3 (0-30%), 

^203 (0 - 20%), 

Ca0 (0-20%), 

Ba O (0-10%), 

K 20 (0-20%), 

N 2© (0-20%), . 

M SO (0-18%), 

Pb 2°3 (0-15%). 
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OH 
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B-O-Al-Si-OH 
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O- 

Na+ 



Gel 



(Na 2 OB 2 0 3 Al 2 0 3 Si0 2 ), 



Glas 



Durch cheZugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
Gang gesetzt. Die Reaktion verlauft relativ rasch, da die Alkaliionen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen thermischen ProzeB zu einem Glas 
verdichtet werden. 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfin- 
dungsgem&Ben magnetischen Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daB der Pigmentan- 
ted so genng Bt, daB eine noch pump- und spruhfahige Masse entsteht. Bei zu geringem 
Pagmenunteil wird der Feinanteii, z. B. von nicht-magnetischem Material zu groB und st6rt 
Als un Hinbhck auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhaltnisse wurden 10 bis 
25 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse ver- 
spruht und das Aerosol auf einer Fallstrecke getrocknet. Die Duse wird bevorzugt geheizt, 
um d,e Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen. Abhangig von der Geometrie der 
Duse betragt die DQsentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 200°C. Ein KompromiB wird ge- 
funden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver- 
spntzen. 



Im limbhck auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur moglichst hoch zu wahlen 1st 
sie jedoch zu hoch, verkleben die Partikel untereinander und es bUden sich Agglomerate die 
herausges.ebt werden sollten. Die Nachbehandlung unter Luft fiihrt bei zu hohen Tempera- 
turen za ei nem Verlust der magnetischen Eigenschaften, weshalb zu hohe Temperaturen 
vernueden werden sollten. 

Unter einer im wesentlichen porenfreien Oberflache wird eine Oberflache verstanden, die zu 
wemger als 5 %, bevorzugt weniger als 2 %, besonders bevorzugt weniger als 0. 1 %, mit 
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Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind Partikel • ~ 

schichteten Glimmer und darauf immobiuZ! J ' ^ ™ »* ™> be- 

^deteVerbund^ 

Glimmers, welche nicht voTL m ^ aUf der 0berfl * che <>es 

mcht-porose Glasoberflache ergibt. weseMli <*en 
Die Nichtporositat der magnetischen Partial K^-k* • u 

^(iieOberiUchenurvonimlKjrr^^^^ ta " ra ^ r6sse »k»n, 

»«. Das Mwnal des Kerns is, dJhTh * ™» s,e dsran taaooiiisier. „er- 

sehr wenig aufWendig und kostengunstig. n ^ emafien Partikei ,st daruber hinaus 

**« stad. erhebfcbe Von J3Trt! ""' ^ 

SoUngedie*™^' ^~ i0 '°^^»^ 

»d sch^n m suspMdieren Der vJ*?*?- *" -* ^tteta einfach 
«Hauft dabei bevorzug, tags*™, * die Abschcd-ng otae MagnetfeldeMuB 

OberfUche. Dies g* llJLT* stJS^"*** - **— - «- 

"teigkeit gesanmel, „ et de* „ die nSTJl T^""*" »* *r Probe* 
^biologischeoMateriLzu^Z 8 ^ ™" to P ^ send, den tao.obi. 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



-7- 



Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel kann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten Grunden fur die erfindungsgemaBen 
magnetischen Partikel ist es bevorzugt, dafl die auBere Oberflache auch der ferromagne- 
tischen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KorngroBe zwischen 10 und 60 pm, besonders bevorzugt 20 und 50 pm. Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel, bei denen eventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
einen Durchmesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fur 
einen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung eines biologischen 
Materials durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Flussigkeit enhslt, 
mit den erfindungsgemaBen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaBen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an 
die Partikeloberflache bindet, und 

- Abtrennung des biologischen Materials von der Flussigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
verstanden. Hierzu gehoren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isolierte Zellen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmolekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, Antikorper und 
Nukleinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. B. DNA oderKNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut, Serum, 
Mundspulflussigkeit, Urin, ZerebralflQssigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmark- 
proben. Die Probe kann auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
uk oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikationsverfahren, z. B. PCR, stammen. 



ErfindungsgemaB haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auBere 
Glasoberflache aufgebracht ist. Bei dem Kem kann es sich um einen Verbundstoff, jedoch 
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der Art des b.ologischen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch 
nach der Art der Bindung, uber die das biologische Material an die Oberflache gebunden 
wd Sollen beispielsweise immunologische Wechselwirkungen fur die Bindung ausgenutzt 
werden, so ntussen Bedingungen gewahlt werden, die fur die Bildung von Irnmunkomplexen 
gee.gnets.nd. Fur Nukleinsauren ist im Fall der modifizierten Nukleinsauren rine Bindung 
u * er ^Gmppe„derNukl^^^ 

uber d.e Bmdung an mit Streptavidin beschichtete Oberflachen. Insbesondere bei Nuklein- 
sauren .st jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas bevorzugt unter 
anderem deshalb, weil sich eine Modifiziening der Nukleinsauren erubrigt und schon native 
Nukleinsauren gebunden werden kfinnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspar- 
tdcel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfolgen. Bevorzugt erfolgt sie in 
Gegenwart chaotroper Salze, wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 und 8 mol/I 
betray bevorzugt 4 bis 6 mol/1. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. um Natrium- 
jodrt, Natnumperchlorat, Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniumisothiocyanat oder Guani- 
duuurahydrochlorit, ist jedoch nicht auf diese Verbindungen beschrankt. 

Zum Inkontaktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln ver- 
nnscht und fur eine fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert. Die Lange der Inkubation 
.st dem Fachmann in der Kegel aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
kannt, eme Optimierung ist durch Durchfuhrung einer Bestimmung der Menge an immobili- 
s.ertem b.ologischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten moglich 
Fur Nukleinsauren konnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten 
zweckmaBig sein. 

Je nach Gr6Be und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit 
erne Separatum der Partikel von der Flussigkeit statt oder erhalt sich die Suspension uber 
langere Ze.t. Wenn die Partikel eine sehr kleine KomgroBe aufweisen und superpara- 
magnetisch sind, erhalt sich die Suspension uber einen langeren Zeitraum. Handelt es sich 
um Partikel mit einer groBeren KorngroBe, so findet bereits wahrend der Inkubation eine 
langsame Separation der Partikel von der Flussigkeit statt. Insbesondere wenn es sich um 
fe^omagnetische Partikel handelt, Widen sich solche Aggregate. Fur den bevorzugten Fall 
daB die ferromagnetischen Partikel nicht vonnagnetisiert sind, ist eine besonders schonende 
Reparation gewahrleistet. 

Die Immobilisierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrigung der Los- 
hchke.t der zu immobilisierten Materialien statt. Stattdessen beruht die Immobilisierung auf 
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Elutionspuffer Tris. In einer anderen besonderen Ausfuhrungsform handelt es sich bei dem 
ElutionspufFer urn entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausfuhmngsform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
fahren im AnschluB an eine immunomagnetische Separation von Zellen (z. B. virale Partikel 
Oder prokanontische bzw. eukariontische Zellen) aus einer Korperflussigkeit oder einem 
Gewebe erfolgen. Kerzu wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche ein Anti- 
kbrper gegen ein Antigen auf der Zelle immobilisiert ist, z. B. unter Schutteln inkubiert 
Solche Partikel konnen erfindungsgemaBe Partikel sein, aber auch kaufliche (z B MACS 
Microbeads der Firraa Mltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
ernes Magnetfeldes erfolgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
Waschlosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewunschten Zellen gebunden sind 
SchheBhch werden die gebundenen Zellen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope Samsung, 
so daB d>e in der ZeUe vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt werden. 

Durch Kombination der oben beschriebenen Isolierung von Zellen mit der ebenfalls be- 
schnebenen Isolierung von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Partikeln, ergibt sich ein besonders vorteilhaftes Verfahren zur 
Isoherung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben. Vorteil dieser Ausfuhrungsform ist 
die mogliche Einfachheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der med.zmischen Mikrobiologie und Onkologie) und die leichte Automatisierbarkeit. 

Die ais Folge der erfindungsgemaBen Verfahren isolierten biologischen Materialien konnen 
nun ,n bel.eb.ger Weise weiter verwendet werden. Beispielsweise konnen sie als Substrat fur 
verschedene enzymatische Reaktionen verwendet werden. Im Falle der Nukleinsauren seien 
als Be.sp.el die Sequenzierung, die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung die 
Amphfikation einer oder mehrerer in ihr enthaltender Sequenzen, die Transkription, die 
Hybndisierung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. E,n VorteU des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB die Abtrennung des biolo- 
gischen Materials von der Flussigkeit sehr einfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanerung von Glaspartikeln von Verunreinigungen entweder ein Zentrifugationsschritt 
angewandt, oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfilter die 
Flussigkeit durch diese Flussigkeit gesaugt. Kerbei handelt es sich urn einen limitierenden 
Schritt, der die Verarbeitung von groflen Probenzahlen behindert. 
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den. Anschliefiend findet die Zerstorung der Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine M6g- 
hchkert ist durch die Behandlung der Zellen mit chaotropen Salzen gegeben. Andere Mog- 
lichkeiten and die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfuhningsform die erfindungsgemaBen 
Partikelzugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die iiber die Beladung der 
Oberflache mit Nukleinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie um- 
gebenden Fliissigkeit, die weitere und nicht nachzuweisende Zellbestandteile enthalt ge- 
trennt. Dies geschieht wiederum bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Felde's 
mittels eines Magneten an der Gefeflwand. 

Um eventuell noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer 
Flussigkeit gewaschen, die so ausgewahlt wird, daB die zu besummenden Nukleinsauren 
s,ch nicht von der Glasoberflache abldsen. Zur Entfernung der Nukleinsauren von der Glas- 
oberflache w.rd ein sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
we 1S t, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache losen. Dies sind insbe- 
sondere Niedrigsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nuklein- 
sauren kann die Flussigkeit nun von den Partikeln getrennt und weiterbearbeitet werden Es 
ist bevorzugt, diese Abtrennung bei anliegendem Magnetfeld vorzunehmen, so dafi die Par- 
tikel separiert voriiegen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 
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Beispie] 1 

Eswurden6verschiedeneSolevenvendet n,vw 

Schemata durchgefuhrt: der Sole ™ d * «* folgenden 

Sol 1 (Si0 2 :B 2 0 3 = 73) 

****** 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ H1 ml 0,15 MHC1 

Sol2(Si0 2 :B 2 03=4:l): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml R.,„,,i~ik 

100,5 ml TetraethylorthosZ^ t ^ Unto ^m Rahren durchgefiihrt 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3mlO,15MHCl 

^ Da™* arfolg, tt „ pfenweBe die Zugabe ^ + ^ ^ 

Sol3(Si0 2 :B 2 0 3 = 85:15): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml p. , m ju tu 

lO^n.TetraethylorthoXr b6n ^ 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 17,5 ml 0,15 MHC1 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 mi Trimethyl- ' 
borat. 7 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 17,5 ml 0,15 MHC1 

Sol 4 (Si0 2 :B 2 0 3 - 4: 1; 2 Mol% P 2 0 5 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefiihrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 

bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 «C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 
+ l,63gP 2 0 5 

Sol 5 (Si0 2 :B 2 0 3 =4:1 Moi% A1 2 0 3 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhrem durchgefiihrt. 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15MHC1 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 M HQ 
+ 3,06gAlCl 3 

Sol 6 (Si0 2 :B 2 0 3 - 4: 1 Mol% Zr0 2 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Ruhren durchgefiihrt 
100,5 ml Tetraethylorthosilicat 
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+ 7 ml wasserfreies unvergailtes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 

t^ 2 ^ 0 "^ 70 ^^ta 1-Propmo, 

AnscbteBend wird das Sol 2 Swndai bei 50 °C n ,. 

+ 16,3n>10,15MHCI C 8 eta "°'Da«a<*B6lgtdi e Zg» ll »v M 

WHde der Ofen abgeschaltet „nd das Pu,„er aaf ZZ, „ " ** ^"^"^ 
Beispiel 2 

GMP1, GMP2, GMP3 und GMP4 sind Pi™^ 

Chargen, die aus Sot 1 aus fiZ!. T Unterschiedliche " Herstellungs- 

dingungenerhalten^I ' 1 10 ^ P ^ nach Beispie, 1 unter folgenden Be- 
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Parameter 


vriVlJr I 


GMP 2 


GMP 3 


GMP 4 


Alterune des Sols (h) (30°C) 


36 


36 


36 


36 


Pigmentanteil des Sols (a/inn m i> 




13 


8 


20 


Luftstrom der Duse (%) 


100 


100 


100 j 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


Dusentemperatur ( 0 0 


135 


120 


130 


143 


Verdichtungstemperatur (°Cl 


534 


534 


534 


615 


02-NachbehandIun<* (1 Stunde) 


(300°C) 


(300°C) 


300°C) 


(400°C) 


Ausbeute an Pigment 


niedri^ 


hoch 


mittel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrig 


hoch 


hoch 


hoch 



Beispiel 3 



Isolierung der Nukleinsaure 



Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf 
ReaktionsgefaBen vorgelegt. Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben, es 
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefiihrt. 

Zu je 200 pi aufgetautem Vollblut wurden 40 pi Proteinase K (20 mg/ml, hergestellt aus 
Lyophihsat) pipetiert und sofort gemischt. AnschlieBend wurden 200 pi BindepufFer (6 M 
Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM Harnstoff, 30 % Triton X-100, pH 4 4) zugege- 
ben, gemischt und fur 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pi i-Propanol 
wurde fur 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fur 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnet- 
separation erfolgte fur wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 
Mannheim (M,Nr. 1 641 794). Der Oberstand wurde abgenommen und wie weiter unten 
beschrieben analysiert. 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



-18. 



Elutionspuffer (10 mM Tris Hn nw.o, vorgewarmten 



Aufarbeitung des Oberstandi 



es 



CBo^ing. Mannheim, Id.-Nr £££ ~* " * 

und dann mh 2 * 200 ul JtZ *" ""^ 

erneuteZentri- 



Analyse der Eluate und des ProbenQberst; 



andes 



50 ul der Eluate bzw der tih^r vin^ t u 

i vermessen. 
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Zwei 5 nl Aliquots der Eluate wurden als Doppelbestimmung durch Expand™ Long 
Template PCR (Boehringer Mannheim, Id.-Nr. 1681834) tnit spezifischen Primern fur das 
menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) uberpriift. 



Mix I pro Ansatz 

dNTPJe 100 mM fp7 

Primer 1, 200 ng/pl 1 pi 

Primer 2, 225 ng/pl 1 pi 

H2O, kyot 17 pi 



II pro Ansatz 

Expand™ Puffer, lOx 5 pi 

Expand™ Polymerase 0,75 pi 

H 2 0, wtat 19,25 pi 



20 pi 



25 pi 



Mix I wird in ein dunnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 pi Eluat versetzt und Mix II zu- 
gegeben. Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 pi Minearalol uberschichtet. Die An- 
satze werden in einem Perkin-Elmer Thermocycler 9600 mit folgenden Programm amplifi- 



ziert: 



2Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten + 
20 Sekunden pro Zyklus 

7 Minuten 
anschlieBend 



92°C 

92°C 
65°C 
68°C 

92°C 
65°C 
68°C 



68°C 
7°C 



lOZyklen 



20Zyklen 



Die 50 pi PCR Ansatze wurden mit 10 pi Proben-Puffer versetzt und davon 45 pi in einem 
0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 
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Ergebnisse 



Obggand 1 




TabeUel: Ausbeutean 



Nukleinsauren mit magnetischen Glaspartikeln 



aus 200 nl Blut 



Die 1. Eluate waren noch leicht gelb gefarbt und teilweise 
kontaminiert. 



mit feinen Magnetpartikeln 



Die Analyse der Eluate im Agaroseeel ffin «n , ~ • 

tt. Wrf, , ^7, " 4 «"8«. kerne agniSkanttn Unterschiede. In den Elua 

ObJ^T r * ^"^*»^>«»--l-««ta Inden 
Ufcrsandencae^nn^^^ 

„ . „, H mp rodukte •^^"'"agnetischenGlasbeadslieBensieh 
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15 kb Expand 


™PCR 


humanes tPA Gen 

***** ******** »J u. *» 






1. Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehlt 




+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 


+ 


+ + 




3 




( + ) 


+ + 


GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ (+)* 




3 


+ 


+ 


fehlt 


K, BM Kontroll DNA " — 



Tabelle 2. Ergebnisse Expand™ PCR 

*3.Elu« 



In FIG. 3 ist ein Gel mit den Reaktionsprodukten nach PCR-AmpUfikation gezeigt. 
MWM m ist ein Molekulargewichtsmarker (Eluat 1, oben; Eluat 2, unten). 

BeispieU 

Bindung von DNA-UnPenstandard an m a? n e ti sc h e Gjag gafjjtej 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-Reaktionsgefafie vorgelegt. 

2. Lyse und Bindung 



In einem 1,5 ml Eppendorf-GefaO mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 pi 
Lysis-Puffer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Langenstandard III von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetrt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine homogene Suspension entsteht. 
Die Losung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt fur mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Uberstand wird abpipettiert. 
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3. Waschen und Trocknen 

Dien^etischenGlaspartikelwerdenzwei.al^ 5fl ^ 

Tns,pH6.5) Z wein 1 alinit70«/.vorgekQhltemEth an nl , • , ' 
indem das Magnetfeld entfemt «nn T ^ "* Acet0n 8ewasch <»> 

4. Elution der DNA 

Die D N AwWmiUx50(UEhltil)ilsiJufii!r(i()mM 

tand schheBhch m em neues Eppendorf-GefaB transferiert wird. 

5. Analyse der Eluate 

l%iEenAgarosegelbei90 Vaufcet™™ 7 r, autanem 

""g^he von DNA-Langenaandard m anf das gieiche Go. nuf 8 ettn B on, die die in den 
ProbenauerwnrtendenDNA-MengenenthU,. ™ 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargestellt 



Nr. 


DNA- Men gc 
tm Sun 
dardfng] 


Helligkeitointens. 
Standard (Mefiwert) 


l 


200 


65 


2 


175 


56 


3 


150 


51 


4 


125 


44 


5 


100 


37 


6 


75 


25 


7 


50 


17 


8 


25 


9 


9 


10 


4 



Pwbe Pigment Helligkeitsinlau. encdmdc DNA- enedmete DNA- R«»«™ 

Nr Be^d-Typ Probe (MeUwert) Mengcuf ^Je^", 
MEinhcitenl Gel fnel ftobtfnffj 



1 GMP4 

2 GMP4 



45 
39 



139 
120 



695 
600 



69,5 
60,0 



Tabellel. Ausbeute an DNA-Langenstandard ffl mit magnetischen Glaspartikeln 

Das Agarosegel, das als Grundlage ffir die quantitative Auswertung diente, ist in FIG. 4 
dargestellt. Es handelt sich urn ein l%iges Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard III. 1: 1 wg DNA, 2: 
200 ng DNA, 3: 175 ng DNA, 4: 150 ng DNA 5: 125 ng DNA, 6: 100 ng DNA 7: 75 ng 
DNA 8: 50 ng NDA, 9: 25 ng DNA, 10: 10 ng DNA 

Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(0 ALLGEMEINE ANGABEN: 



(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

Gi) BEZHCHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 

OU) ANZAHL DER SEQUENZEN 2 
(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG- 

(A) DATENTRDGER Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

.00 ARTDES MOLEKULS:SonstigeNucleinsaure 

^^CHRETOUNG/desc-OHgodeoxynbonuideotid- 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(xO SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 



1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BES CHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBES CHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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Patentanspruchc 



2. Ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache. 

nanoene Poren emen Durchmesser von weniger als 1 nm haben. 

°« oieser Verbundaoff von „ Gtachidn unuchlosei, ist. 
«. V'^^Menn.gein.sbiologischeaMa.erialsdurch 

denendasbiologischeMateHa.and.P 

- ^^ngdesbio^ 

7- Verfehren gem4B Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafl es sich bei de m h" . 
gKchen Material urn Nukleinsauren handelt. ° ,0 ~ 

8. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren durch 

- Abtrennung der gebundenen Nukleinsauren von der Flussigkeit. 
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9. Verfahren gemaB einem der Ansprtiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Ab- 
trennung mit Hilfe eines Magneten geschieht. 

10. Verfahren gemaO einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberflache. 

12. Verfahren gemafi Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das Umschlieflen die 
Abscheidung eines Sols auf der Oberflache und das anschlieflende Verdichten des Sols 
beinhaltet. 

13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Nukleinsauren in 
nativer Form. 
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Specimen 



Zugabe von 
Bead-AK-Kompiex 



Immunomagn. 
Separation 



■ 

i 



FIG \ 



Specimen-Spezif. 
Vorbehandlung 



Waschen 



Lysis der Zellen 

mrt chaotropen Saizen 



Zugabe von 
magn. Glaspartikeln 



Magnet. Separation von 
NA-Glaspartikel-Komplex 



Waschen 

Zugabe von Eiutionspuffer 



EFution von NAs 



I 

I 
■ 



c 

c 
c 



■ 

i 



U*,i 



I = Nucleinsaure 

= AnaJyt (Partikel, ZeUe) 
• = Bead 



Antikorper 
Zeltoructatucke 
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1 fig I DNA V38/2 V38/3 V38/4 




FIG 2 

MWM III V38/2 | V38/3 | V38/4 

2 3 1 2 3 1 2 3 




1 2 1 2 3 1 2 K 
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FIG 3 
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FIG 4 
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